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RESUME

Dans le cadre de la valorisation des ressources microbiologiques marines, ce travail s’est
concentré sur I’isolement et la caractérisation de bactéries marines productrices d’enzymes
hydrolytiques. Ces micro-organismes, adaptés aux milieux salins, constituent une source

précieuse d’enzymes stables et efficaces dans des conditions environnementales extrémes.

Des prélevements d’eau et de sédiments ont été réalisés sur le littoral de Sidi Abdelaziz (Jijel),
puis ensemencés sur différents milieux de culture (gélose nutritive, TSA et milieu marin
naturel). Seize souches bactériennes ont été isolées, purifiées et analysées morphologiquement
(macroscopie, microscopie, coloration de Gram) et testés pour la production d’enzymes
(protéases, amylases, lipases).

Les résultats ont révélé que plusieurs de ces souches présentent une activité enzymatique
significative, notamment amylolytique. L’identification biochimique a ’aide de la galerie API

20 E a permis de relier certaines souches a des genres marins connus.

Mots-cléés : Bactérie Marines, Enzymes hydrolytique , Isolement bactérien Activité
enzymatique,Galerie API 20 E .
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Abstract

As part of the valorization of marine microbiological resources, this study focused on
the isolation and characterization of marine bacteria producing hydrolytic enzymes. These
microorganisms, adapted to saline environments, represent a valuable source of stable and
efficient enzymes under extreme environmental conditions.

Water and sediment samples were collected from the Sidi Abdelaziz coast (Jijel) and cultured
on various media (nutrient agar, TSA, and natural marine medium). Sixteen bacterial strains
were isolated, purified, and subjected to morphological analyses (macroscopy, microscopy,
Gram staining) as well as enzymatic tests (proteases, amylases, lipases).

The results showed that several of these strains exhibited significant enzymatic activity,
particularly amylolytic. Biochemical identification using the APl 20 E system linked some
strains to well-known marine genera such as Vibrio and Bacillus. These findings highlight the
potential of the Algerian coastline as a reservoir of high-value marine enzymes, suitable for
exploitation in various industrial fields, including detergents, food processing, and

bioremediation.

Keywords: Marine Bacteria, Hydrolytic Enzymes, Bacterial Isolation, Enzymatic Activity,
API 20 E Gallery.
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PCR : Réaction en chaine par polymeérase
°C : Degre Celsius
pm : Micrometre
CO : Monoxyde de carbone
D : Distace
Min : Minute
S : Seconde
ml : Millilitre
T : Température
02 : Oxygene
Cm : Centimetre
Js : Micro simens
API : Analytique Prophylactic Index
CIT : Citrate
VP : Voges Proskawer
GEL : Gélatine (origine bovine)
ADH : Arginine dihydrolase
LDC : Lysine Décarboxylase
ODC : Ornithine Decarboxylase



URE : Urease

ONPG : Ortho —Nitrophényle-B-D-Galactosidase
H20 : Sodium thiosulfate

TDA : Tryptophane Désaminase

IND : Indole

IUBMB : Union internationale de biochimie et de biologie moléculaire
GLU : Glucose

MAN : Mannitol

INO : Inositol

SOR : Sorbitol

RHA : Rhamnose

SAC : Saccharose

MEL : Melibiose

AMY : Amygdaline

ARA : Arabinose
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Les environnements marins, qui couvrent prés de 71 % de la surface du globe, constituent
I’un des plus vastes réservoirs de biodiversit¢ microbienne au monde. Ces milieux, souvent
extrémes en raison de conditions telles que des pressions hydrostatiques élevées, des
températures trés variables, une salinité fluctuante et une faible disponibilité en nutriments,
abritent une multitude d’organismes extrémophiles. Ces micro-organismes ont développé des
mécanismes adaptatifs remarquables, notamment la production d’enzymes exceptionnellement

robustes, désignées sous le terme d’extrémozymes (Zhang et Kim, 2010a)

Ces extrémozymes se distinguent par leur capacité a maintenir une activité catalytique efficace
dans des conditions hostiles : températures extrémes, milieux hypersalins, pH acides ou bas, et
fortes pressions. Grace a ces propriétes, elles suscitent un intérét croissant dans divers domaines
industriels tels que la bioremédiation, I’agroalimentaire, la pharmacie, les cosmétiques, la
chimie verte et la production de bioénergie. Leur aptitude a catalyser des réactions spécifiques
la ou les enzymes conventionnelles échouent ouvre de nouvelles perspectives pour le
développement de procédes industriels plus durables et plus performants (Trincone et Antonio,
2011).

Parmi les classes enzymatiques marines les plus étudiées figurent les hydrolases, notamment
les protéases, lipases, amylases, cellulases, chitinases et alginate lyases. Ces enzymes possedent
des caractéristiques biochimiques remarquables, telles que la thermostabilité, 1’ halotolérance
et la tolérance a des pH extrémes, ce qui les rend parfaitement adaptées aux environnements
industriels exigeants. Leur exploitation permet d’optimiser les procédés industriels tout en

réduisant I’impact environnemental, dans une logique de transition vers une chimie plus verte.

En Algérie, bien que le littoral méditerranéen regorge d’une biodiversité marine encore peu
exploitée, les recherches sur les enzymes d’origine bactérienne marine demeurent rares. La
plage de Sidi Abdelaziz, située dans la wilaya de Jijel, offre un site écologique particuliérement
favorable a I’isolement de bactéries marines potentiellement productrices d’extrémozymes, ce
qui en fait un lieu d’étude stratégique pour 1’exploration de nouvelles ressources enzymatiques

locales.
Dans cette optique, la présente recherche a pour objectifs d’isoler et de cultiver des bactéries

marines a partir d’échantillons prélevés sur le site de Sidi Abdelaziz, de caractériser leurs

>[I
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propriétés morphologiques et biochimiques, d’évaluer leur activité enzymatique extracellulaire
(protéases, amylases, lipases), et enfin, d’identifier les souches présentant un potentiel
d’exploitation biotechnologique. Ce travail vise a enrichir les connaissances sur la biodiversité
microbienne marine algérienne, tout en ouvrant la voie a une valorisation durable de ces

ressources dans des applications industrielles innovantes (A. Trincone, 2011)
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Chapitre 01 : Les Environnements Marins

1.Les Environnements Marins
1.1 Définition

Les environnements marins désignent 1’ensemble des milieux aquatiques salés qui
couvrent environ 71 % de la surface terrestre, incluant les océans, les mers, ainsi que des zones
spécifiques telles que les estuaires, les lagunes, les marais salants, les récifs coralliens et les
abysses (M.C Austen et al., 2007). Ces milieux constituent le plus vaste écosysteme de la
planéte, abritant une biodiversité remarquable et jouant un réle crucial dans la régulation des

cycles biogéochimiques et des équilibres climatiques globaux (M.C Austen et al., 2007)

Sur le plan écologique, les environnements marins se caractérisent par une grande hétérogénéité
spatiale et temporelle, liée aux variations de paramétres physico-chimiques tels que la salinité,
la température, la pression, le pH et la disponibilité en nutriments (Giovannelli et al., 2020).
Cette diversité crée de nombreuses niches écologiques favorisant le développement de
communautés microbiennes spécialisées, souvent adaptées a des conditions extrémes, comme

celles rencontrées dans les zones hydrothermales ou hypersalines (Giovannelli et al., 2020).

Par ailleurs, ces milieux marins représentent d’importants réservoirs biologiques et génétiques.
Les micro-organismes marins, notamment les bactéries, possédent des capacités métaboliques
uniques qui leur permettent de survivre dans des environnements hostiles, ce qui suscite un
intérét croissant en biotechnologie. En effet, ces microbes sont capables de produire des
enzymes actives dans des conditions extrémes, ouvrant ainsi des perspectives innovantes dans

les domaines industriel, pharmaceutique et environnemental (Yuan et al., 2022).

Ainsi, la compréhension des environnements marins nécessite une approche multidisciplinaire
qui va au-dela de leur simple description géographique, en intégrant leur dynamique
écologique, leur role dans la biosphére et leur potentiel biotechnologique.

1.2 Parameétres physico-chimiques des milieux marins

Les environnements marins sont caractérisés par une grande diversité de parametres
physico-chimiques qui influencent directement la composition, la distribution et 1’activité des
organismes qui y vivent. Parmi ces paramétres, la température, la salinité, la pression, le pH et
la disponibilité en nutriments jouent un rdle fondamental dans la structuration des communautés

microbiennes et la dynamique des écosystemes marins (Azam et Malfatti, 2007).
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Ces parametres combinés créent une mosaique de niches écologiques favorisant la diversité
microbienne et des adaptations métaboliques uniques, notamment la production d'enzymes
actives dans des conditions extrémes (Chatterjee et al., 2022) .

1.3 Zones marines propices a la diversité microbienne

La diversité microbienne marine est fortement influencée par les caractéristiques
specifiques des différents habitats marins. Certaines zones, telles que les récifs coralliens, les
estuaires, les sédiments benthiques, ainsi que les zones de remontée d’eau froide et les sources
hydrothermales, offrent des conditions favorables a une biodiversité microbienne élevée et a

des fonctions écologiques majeures.
1.3.1 Récifs coralliens et estuaires

Les récifs coralliens sont des écosystéemes complexes qui abritent une grande diversité
microbienne. Ces communautés microbiennes jouent un réle crucial dans la santé des coraux
,notamment en fournissant des nutriments essentiels et en protégeant contre les agents
pathogénes. De méme, les estuaires, zones de transition entre eaux douces et marines,
présentent une forte variabilité physico-chimique et des apports nutritifs importants qui
stimulent la diversité et ’activité microbienne .(te Velthuis et Fodor, 2016).La Figure 1 ci-

dessous illustre la richesse microbienne des récifs coralliens .

Figure 1 :Diversité des coraux dans un récif, habitat propice aux communautés microbiennes
symbiotiques (Bourne, 2016)

1.3.2 Sédiments marins et biofilms benthiques

Les sédiments marins constituent un habitat riche en micro-organismes, notamment dans
les biofilms benthiques .Comme le montre la Figure 2,ces biofilms présentent une structure
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tridimensionnelle complexe qui refléte I’organisation des communuatés microbienne .Ces
communautés structurées participent activement a la dégradation de la matiére organique et aux
cycles biogéochimiques, influencant la qualité des écosystémes marins profonds (Luthi et al.,
2008).

Figure 2 : Image en tomographie 3D d'un biofilm microbien (en violet) isolé de sédiments
marins, illustrant la structure complexe des communautés microbiennes benthiques(Guilherme
silva et al., 2017)

1.3.3 Zones de remontée d’eau froide et sources hydrothermales

Les zones de remontée d’eau froide (upwellings) apportent des nutriments essentiels en
surface, favorisant une forte productivité biologique et une diversité microbienne importante.
Par ailleurs, les sources hydrothermales profondes abritent des micro-organismes
extrémophiles adaptés a des conditions physico-chimiques extrémes, jouant un role clé dans les

cycles élémentaires et représentant une source d’enzymes a fort potentiel biotechnologique
1.4 Environnements marins extrémes et intérét biotechnologique

Les environnements marins extrémes, tels que les sources hydrothermales profondes et
les zones polaires, se caractérisent par des conditions physico-chimiques séveres, notamment
des températures tres élevées ou trés basses, des pressions intenses, ainsi qu’une forte
concentration en meétaux et sulfures toxiques(Rothschild et Mancinelli, 2001) La Figure 3
présente une vue des sources hydrothermales typique de milieu extréme sous-marin .Ces
milieux abritent des micro-organismes extrémophiles capables de survivre grace a des
adaptations biochimiques spécifiques, telles que des enzymes thermo-stables, baro-résistantes

ou psychroactives. La Figure 4 met en eévidence une communauté microbienne dense autour
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d’une cheminée hydrothermale,illustrant la vie extremophile dans ces environnements hostiles.

(Caviccholi et al., 2019) .

g7 '
o
Y S

C Habitat microbien

Figure 4 :Communauté microbienne dense autour d'une cheminée hydrothermale profonde,
illustrant la vie extrémophile adaptée a des conditions physico-chimiques extrémes .(Bris,
2019)

Les enzymes extrémes produites par ces micro-organismes, appelées extrémolyses, présentent
une grande stabilité et efficacité dans des conditions ou les enzymes classiques sont inactives.
Elles sont utilisées dans diverses applications biotechnologiques, notamment dans les industries
pharmaceutiques, agroalimentaires, chimiques et environnementales, permettant d’optimiser

les procédés industriels soumis a des conditions sévéres .
1.4.1 Définition des milieux extrémes marins (fumeurs hydrothermaux, zones polaires)

Les milieux extrémes marins sont des habitats caractérisés par des conditions physico-
chimiques extrémes, telles que des températures tres élevées, des pressions intenses, une

absence de lumiere, ou des concentrations élevées en métaux et composés toxiques. Les
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fumeurs hydrothermaux, situés sur les dorsales oceaniques, présentent des températures
pouvant dépasser 400 °C sous une pression élevée, ainsi qu’une forte concentration en sulfures
métallique (Dick, 2019). A I’inverse, les zones polaires sont caractérisées par des températures
proches de 0 °C, une forte salinité et une lumiére limitée, créant un environnement froid et

oligotrophe (Caviccholi et al., 2019).
1.4.2 Bactéries extrémophiles et leurs propriétés adaptatives

Les bactéries extrémophiles sont des micro-organismes capables de survivre et de se
développer dans ces conditions extrémes grace a des adaptations biochimiques et
physiologiques spécifiques. Elles possedent des enzymes thermostables ou cryostables, des
membranes cellulaires modifiées et des mécanismes de réparation de I’ADN efficaces, leur
permettant de résister a la chaleur, au froid, a la pression ou a la toxicité des milieux
(Rampelotto, 2013). Ces adaptations sont cruciales pour leur survie et leur fonctionnement

métabolique dans des environnements ou la plupart des formes de vie ne peuvent pas prospérer.
1.4.3 Applications biotechnologiques des enzymes extrémes

Les extrémozymes sont exploités pour leur robustesse opérationnelle dans des procédés

industriels exigeants :

1.Bioremédiation : Dégradation de polluants en milieux hypersalins via des

haloprotéases actives a haute saliniteé.
2.Industrie alimentaire :
*Amylases thermostables pour I’hydrolyse de ’amidon a haute température.
*Protéases alcaliphiles dans les détergents.

3.PCR : ADN polymérases hyperthermostables (ex. Thermus aquaticus) pour
I’amplification génique.
4.Bioénergie : Production de biocarburants via des cellulases fonctionnant en conditions

extrémes.

Ces enzymes réduisent les codts énergétiques et permettent des réactions écocompatibles sans

solvants toxiques (Guézennec, J et Quérellou, J, 2023)
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2.Les Bactéries marines

2.1 Définition et caractéristiques morphologiques et physiologiques

Les bactéries marines sont des micro-organismes unicellulaires qui colonisent les milieux
marins et jouent un role essentiel dans les cycles biogéochimiques du carbone, de 1’azote et du
soufre. Elles se distinguent par des caractéristiques morphologiques et physiologiques
spécifiques qui leur permettent de s’adapter a des conditions extrémes telles que la salinité

élevée, la pression intense et les variations thermiques (Martens et Nealson, 2007).
2.1.1 Morphologie des bactéries marines

Les bactéries marines présentent une diversité morphologique importante, adoptant des
formes variées comme les cocci (sphériques), les bacilles (en batonnets) et les spirilles (en
spirale).La Figure 5 illustre cette variété de formes bactérienne observées en milieu marin .Ces
morphologies sont souvent influencées par les conditions environnementales. Certaines especes
forment des biofilms, des agrégats cellulaires adhérant aux surfaces telles que les roches ou les
sédiments, ce qui leur confére une protection face aux stress environnementaux. La coloration
de Gram, positive ou négative, constitue un critére de classification, avec des groupes

dominants comme les Proteobacteria, Firmicutes et Cyanobacteria (Licciano et al., 2007a) .

FORMES DE BACTERIES

(Treponema pallidum)
provoque la syphilis

Figure 5: Les différentes formes de bacteries.
2.1.2 Adaptations physiologiques

Les bactéries marines ont développé diverses adaptations physiologiques pour survivre

dans des environnements variés :

Salinité : Généralement halophiles, elles maintiennent un équilibre osmotique interne
grace a des pompes ioniques régulant le transport des ions et de 1’eau a travers leur membrane

cellulaire (Dalmaso et al., 2015a).
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*Température : Elles se repartissent entre psychrophiles, optimisees pour les basses
températures, et thermophiles, adaptées aux environnements chauds comme les sources

hydrothermales.

*Pression : Les bactéries des profondeurs abyssales tolerent des pressions tres élevées

grace a des membranes cellulaires et enzymes spécifiques.

*Enzymes spécialisées : Elles produisent des enzymes actives dans des conditions
extrémes, telles que des lipases, protéases et amylases, qui présentent un intérét

biotechnologique pour la bioremédiation et la production de biocarburants.
2.1.3 Mécanismes de résistance et de survie

Au-dela des adaptations physiologiques, les bactéries marines disposent de mécanismes
specifiques pour résister aux conditions défavorables :

*Elles controlent le transport ionique via des canaux membranaires pour gérer les

fluctuations de salinité (Martens et Nealson, 2007).

*Elles sécrétent des enzymes capables de décomposer des composés toxiques et de
réparer les dommages de I’ADN causés par le stress environnemental. Certaines especes
peuvent former des spores ou des formes dormantes, assurant leur survie lors de conditions

extrémes (Licciano et al., 2007a).
2.2 Classification des bactéries marines

Les bactéries marines constituent un groupe diversifié de micro-organismes adaptés a la
vie dans les environnements océaniques. Leur classification repose sur plusieurs critéres,
notamment morphologiques, physiologiques, biochimiques et génétiques. Parmi les criteres les
plus utilisés figure leur capacit¢ a s’adapter aux conditions spécifiques de salinité, de
température et de pression propres aux milieux marins. Cette classification permet de mieux
comprendre leur réle écologique et leurs potentialités biotechnologiques (Yakimov et al.,

2007).
2.2.1 Bactéries halophiles

Les bactéries halophiles sont des microorganismes capables de croitre dans des milieux a
haute salinité, tels que les eaux marines. Elles se divisent en plusieurs sous-catégories selon la
concentration en sel supportée par chaque groupe. Les halophiles modéres prosperent dans des

environnements contenant entre 3 et 15 % de sel, tandis que les halophiles extrémes sont
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adaptées a des concentrations de sel de 15 a 30 %. Les ultra-halophiles sont capables de survivre

dans des milieux ou la salinité dépasse les 30 % (Oren, 2002) .
2.2.2 Psychrophiles et psychrotrophes marines

Les psychrophiles sont des bactéries adaptées aux basses températures, genéralement
inférieures a 15°C, et se rencontrent dans des habitats froids tels que les eaux polaires ou les
profondeurs océaniques. Elles possedent des enzymes et des protéines thermolabiles, capables
de fonctionner efficacement a ces températures basses, grace notamment & une membrane riche
en lipides polyinsaturés qui maintient la fluidité membranaire. Par contraste, les psychrotrophes
peuvent croitre sur une plage de températures plus large, mais préferent également les
températures froides. Leur capacité a s’adapter a des conditions thermiques variables leur
confére une plus grande flexibilité écologique. Ces bactéries jouent un réle important dans les

cycles biogéochimiques des zones froides marines (Yakimov et al., 2007).
2.2.3 Thermophiles marines

Les thermophiles marines prosperent dans des environnements chauds, souvent au-dessus
de 45°C, tels que les sources hydrothermales sous-marines. Elles produisent des enzymes
thermostables qui conservent leur activité biologique a haute température, ce qui leur permet
de dégrader efficacement la matiere organique dans ces conditions extrémes. Ces bactéries sont
¢galement d’un grand intérét biotechnologique pour la production d’enzymes résistantes a la

chaleur, utilisées dans diverses industries ( (Dalmaso et al., 2015b).
2.3 Adaptations des bactéries marines aux environnements extrémes

Les bactéries marines, confrontées a des conditions environnementales rigoureuses
(températures variables, pressions hydrostatiques élevées, salinité fluctuante et nutriments
limités), ont développé des mécanismes d’adaptation sophistiqués pour assurer leur survie et
reproduction. Ces adaptations impliquent des modifications des membranes cellulaires, des

protéines et des enzymes.
2.3.1 Adaptation membranaire

Les membranes cellulaires bactériennes ajustent leur composition lipidique pour

maintenir fluidité et intégrité face aux contraintes environnementales :

*Température : Les psychrophiles (adaptées au froid) incorporent des acides gras

insaturés pour maintenir la fluidité membranaire a basse température, tandis que les
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thermophiles (adaptees a la chaleur) privilégient les lipides saturés pour éviter une fluidité

excessive a des températures élevée (Minic et al., 2006) .

Salinité : Les halophiles (tolérantes au sel) modifient la structure membranaire pour
résister a la déstabilisation induite par le sel, augmentant généralement la proportion de lipides

polyinsaturés et ajustant les protéines membranaires (Saker, 2018) .

Ces adaptations membranaires régulent les flux ioniques et préviennent la perte ou I’entrée

excessive de composés chimiques, assurant I’homéostasie cellulaire.
2.3.2 Adaptation des proteines

Les bactéries marines stabilisent et maintiennent la fonction protéique dans des conditions
extrémes grace a divers mécanismes, notamment les protéines chaperonnes, qui aident au

repliement correct des protéines sous stress thermique.

*Protéines thermophiles : Ces protéines résistantes a la chaleur présentent une structure
compacte, enrichie en ponts disulfures, ce qui les rend moins sensibles a la dénaturation
thermique.(Vieille et Zeikus, 2001).

*Protéines psychrophiles : Ces protéines flexibles a basse température ont des structures
moins rigides, avec des segments polypeptidiques plus courts, facilitant les réactions

enzymatiques a des températures froides (Coquelle, 2008).
L’adaptation des protéines est essentielle pour la survie et I’activité enzymatique sous stress.
2.3.3 Adaptation enzymatique

Les enzymes bactériennes marines sont adaptées aux conditions environnementales

extrémes (température, salinité, pH).

*Thermostabilité : Les enzymes thermophiles, comme la Tag polymérase, sont
résistantes aux températures élevées grace a des modifications de leur structure tertiaire et
quaternaire, augmentant leur stabilité et leur proportion de résidus hydrophobes (Lawyer et al.,
1993).

*Halotolérance : Les enzymes halophiles conservent leur activité catalytique en milieu
salin, souvent caractérisées par une activité stable a des concentrations élevées de NaCl
(Maturrano et al., 2006).

Ces adaptations enzymatiques ouvrent des applications industrielles en biotechnologie et

pharmacologie, ou des conditions extrémes sont courantes.
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2.3.4 Adaptation au stress oxydatif

Le stress oxydatif, di a la présence d’oxygene dissous et a la génération d’espéces
réactives de 1’oxygene (ERO), est un défi majeur. Les bactéries marines développent des

systemes antioxydants efficaces :

*Enzymes antioxydantes : La superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la
peroxydase neutralisent les effets néfastes des ERO, réduisant les dommages cellulaires (Poli
etal.,, 2017) .

*Mécanismes moléculaires : Des facteurs de transcription spécifiques (OxyR et SoxR)

induisent la production d’enzymes antioxydantes en réponse au stress oxydatif (Verneuil et al.,

2004) .
2.3.5 Adaptation a la pression hydrostatique

Dans les environnements marins profonds, la pression hydrostatique peut altérer la

structure et la fonction des macromolécules. Les bactéries barophiles s’adaptent :

*Modification des protéines : Les protéines barophiles sont spécialement congues pour
rester fonctionnelles sous haute pression, avec une structure plus souple et moins compactée
(Amrani, 2015).

*Adaptation des membranes : L’augmentation de la quantité de lipides polyinsaturés
améliore la fluidité des membranes sous des pressions extrémes (&, 2012). (Oger and Cario,

2014).
Ces adaptations sont essentielles pour la survie dans les profondeurs marines.
2.4 Intéréts écologiques et biotechnologiques des bactéries marines

Les bactéries marines sont non seulement essentielles pour la santé des écosystemes

marins, mais elles ont aussi un large éventail d'applications biotechnologiques et industrielles.

Comme indiqué dans le tableau 1.
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Tableau 1 : : Intéréts écologiques et biotechnologiques des bactéries marines.

Catégorite Itéret Explication Référence
Principal
Recyclage Décomposition matiere  organiques | (Vos et al.,
nutriments cycles C/N 2007a).
Biodiversité Equilibre écosystémes (Licciano et
al., 2007b)
Ecologique
Dépollution Dégradation des polluants (Romanenko
naturelle etal., 13).
Résilience Adaptation aux perturnation (Romanenko
écosystémes etal., 13).
Bioremédiation | Nettoyage sites contaminés (Romanenko
etal., 13).
Enzymes Application industrielles (Licciano et
extremes al., 2007c).
Biotechnologie
Application Pharma,agroalimentaire,environnement | (Licciano et
industrielles al., 2007c).
Biomatériaux Produits durables (Vos et al.,
2007h).
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3. Les enzymes microbiennes

3.1 Définition d'une enzyme

3.1.1 Généralité

Les enzymes sont des biocatalyseurs naturels, principalement des protéines, qui accélérent
les réactions biochimiques sans étre consommeées lors du processus. Elles facilitent la
transformation des substrats en produits en diminuant 1’énergie d’activation nécessaire, ce qui
permet a des réactions métaboliques vitales de se dérouler a une vitesse compatible avec la vie
(Nelson et Cox., 2017). Leur spécificité et leur efficacité dépassent largement celles des

catalyseurs chimiques classiques, ce qui en fait des éléments indispensables en biotechnologie.

3.1.2 Mécanisme d’action enzymatique

Le mécanisme classique par lequel une enzyme agit repose sur I’interaction entre celle-Ci
et son substrat au niveau d’un site actif spécifique .Ce site posséde une complémentarité
stérique et chimique avec le substrat, conformément au modéle de 1’ajustement induit (induced
fit model) proposé par Koshland en 1958. Ce modé¢le dynamique d’interaction est bien
repésenté visuellement,comme on peut 1’observer sur la Figure 6. Lorsque le complexe
enzyme-substrat est formé, I’enzyme facilite la conversion du substrat en produit(s), puis elle

est libérée intacte, préte a catalyser un nouveau cycle (Berg ,J,M et al., 2019).
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Figure 6 :Les mécanisme de [’action enzymatique .

3.1.3 Caractéristiques des enzymes
Les enzymes possédent plusieurs propriétés distinctives :
*Une spécificité trés élevée pour leurs substrats,

*Une activité catalytique importante, quantifiée par le nombre de cycles catalytiques par

seconde (kcat),
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*Une régulation précise grace a des effecteurs, qu’ils soient activateurs ou inhibiteurs,

*Des conditions optimales de température et de pH, qui varient en fonction de leur
origine biologique (Bisswanger, H, 2014) .

3.1.4 Classification enzymatique

Selon la nomenclature internationale établie par ’'TUBMB, les enzymes sont classées en

six grandes classes principales,comme présenté dans la Figure 7:
*Oxydoréductases : catalysent les réactions d’oxydoréduction,
*Transférases : transférent des groupes fonctionnels d’une molécule a une autre,

*Hydrolases : clivent des liaisons covalentes par hydrolyse (par exemple, protéases,

lipases),

*Lyases : éliminent des groupes sans hydrolyse ni oxydation, souvent en formant des

doubles liaisons,
*Isomérases : catalysent des réarrangements intramoléculaires,

eLigases : forment des liaisons covalentes en consommant de I’ATP (“IUBMB

Nomenclature Home Page,” 2021).

Enzyme Classification
CLASS 1. OXIDOREDUCTASES CLASS 2. TRANSFERASES

Enzymes which catalyse redox reactions Enzymes which catalyse transfer of an
involving transfer of electrons/hydrogen atom or a functional group between two
atom/ oxygen atom. molecules.

eg. Peroxidases, catalases, oxygenases eg. Acyl transferases, kinases,
reductases transaldolases

A+ B2 AP+ B A-X + B—=A + B-X

Enzymes which catalyse hydrolytlc Enzymes involved in elimination reactions
reactions and their reversal in the absence of water, leading to formation
eg. Lipases, amylases, proteases of double bonds or addition across a double
nucleases bond.

eg. Aldolase, decarboxylase

AB + H,0—AOH + BH A-X + B-Y—>A=B + XY

Enzymes which catalyse isomerisation Enzymes which catal%_se synthesls of a C-X
and racemization reactions. bond while utilizing A

eg.Epimerase, isomerase, intramolecular) eg. Peptide synthetase, amino-acid RNA
transferase ligase

A-X + B-Y—A-B A + B + ATP—>AB + ADP + P,
Y

Figure 7 :Classification des enzyme .
3.1.5 Spécificité des enzymes microbiennes marines
Les bactéries marines, qui vivent souvent dans des environnements extrémes caractérisés

par une forte salinité, des températures variables et une pression élevée, produisent des enzymes

dotées d’une stabilité renforcée et capables de tolérer ces conditions difficiles. Ces enzymes
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sont qualifiées d’halotolérantes, psychrotolérantes, barotolérantes ou thermostables, ce qui leur
confére un intérét croissant pour des applications industrielles, médicales et environnementales
(Rao, M. B et al., 2013). Leur adaptation aux contraintes physico-chimiques de leur milieu
naturel fait d’elles des biocatalyseurs précieux pour des procédés nécessitant une robustesse

extréme.

3.2 Catégories enzymatiques produites par les bactéries marines

Les bactéries marines constituent une source enzymatique d’intérét majeur, produisant
des biocatalyseurs aux propriétés physico-chimiques optimisées pour les conditions extrémes
du milieu océanique (haute pression, salinité élevée, températures variables). Ces enzymes se
caractérisent par une activité catalytique spécifique, une stabilité accrue et une robustesse
fonctionnelle, ce qui en fait des candidats privilégiés pour des applications biotechnologiques

et industrielles avancées.

3.2.1 Amylases

Les amylases, enzymes hydrolases, catalysent I’hydrolyse des liaisons o-1,4
glycosidiques dans 1’amidon et autres polysaccharides complexes, générant des
oligosaccharides et des monosaccharides tels que le maltose et le glucose. Les amylases
d’origine marine se distinguent par leur halotolérance et leur thermostabilité, adaptées aux

procédés industriels soumis a des contraintes salines et thermiques.

Par exemple, des souches de Bacillus isolées de sédiments marins synthétisent des amylases
halotolérantes avec une activité optimale a haute température, exploitables dans les secteurs

textile et agroalimentaire (Enez, 2020).

3.2.2 Protéases

Les protéases hydrolysent les liaisons peptidiques des protéines, constituant un groupe
enzymatique industriel clé. Les protéases marines, notamment issues des genres Pseudomonas,
Bacillus, Alteromonas et Vibrio, exhibent une activité catalytique optimale en milieu alcalin et

une résistance significative a la salinité élevee (Zhou et al., 2009).

Leur utilisation s’étend aux formulations détergentes, aux traitements dermatologiques
enzymatiques, a la gestion des effluents protéiques, ainsi qu’a la biotransformation de biomasse

marine.
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3.2.3 Lipases

Les lipases catalysent I’hydrolyse des triglycérides en glycérol et acides gras libres. Les
lipases marines présentent une activité fonctionnelle dans des environnements hydrophobes, a
basse température (psychrophilie) et en présence de solvants organiques, propriétés rares chez

les enzymes terrestres.

Ces biocatalyseurs sont largement exploités dans les industries agroalimentaire,
pharmaceutique (synthése chimiosélective), cosmétique, et dans les processus de
bioremeédiation des hydrocarbures (Joseph et al., 2008) .

3.2.4 Cellulases

Les cellulases catalysent la dégradation enzymatique de la cellulose, polymére glucidique
majoritaire dans la biomasse végétale. Les cellulases marines, souvent dérivées de bactéries
symbiotiques associées a des mollusques ou crustacés, présentent une activité optimale a basse
température et une tolérance élevée aux sels, ce qui les rend pertinentes pour les industries

papetiére, textile et la valorisation des résidus lignocellulosiques (Sauka et al., 2010).

3.2.5 Chitinases

Les chitinases hydrolysent la chitine, polysaccharide structural majeur des exosquelettes
crustacés et des parois fongiques. Les chitinases marines, produites par des genres tels que

Vibrio et Aeromonas, fonctionnent efficacement a basse température et en milieu salin.

Elles sont exploitées dans la lutte biologique contre les phytopathogénes fongiques, dans la
transformation des déchets de fruits de mer, et pour la production de chitooligosaccharides a
visée biomédicale (Yang et al., 2006).

3.2.6 Esterases, DNases et autres hydrolases

Les esterases marines hydrolysent les liaisons ester dans divers substrats organiques, avec
une tolérance élevée aux solvants organiques. Les DNases dégradent I’ADN extracellulaire,
jouant un role crucial dans les stratégies anti-biofilm et dans 1’extraction d’acides nucléiques

en biotechnologie marine.

Par ailleurs, des enzymes telles que les alginate lyases, laminarinases et sulfatases sont
également produites par les bactéries marines, intervenant dans la dégradation spécifique des

polysaccharides algaux.
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3.3 Facteurs influencant la production enzymatique

La biosyntheése enzymatique chez les bactéries marines est soumise a une régulation
complexe, dépendant de multiples parametres environnementaux et physiologiques. La maitrise
de ces facteurs est cruciale pour maximiser la production enzymatique en vue d’applications
industrielles et biotechnologiques. Les éléments essentiels de cette régulation sont listés dans
le tableau 2.

Tableau 2 : : Facteurs influengant la production enzymatique.

Facteur Effet sur la production | Exemple / Référence

enzymatique

fonction  enzymatique ;
essentielle pour les bactéries

halophiles.

Influence la  croissance | a-amylase de Bacillus sp.
bactérienne et I’expression | marine active a 70°C
des génes enzymatiques ;| (Demirkan, 2011)
Temperature favorise ~ des  enzymes
psychrophiles ou
thermostables
Ph Modifie I’activité catalytique | Tolérance au pH acide,
et la stabilité des enzymes ; | neutre ou basique (Trincone,
les enzymes marines tolérent | 2011).
de larges plages de pH.
Salinité Affecte la structure et la | Lipases de Halomonas sp.

actives jusqu’a 20 % de NaCl

(Joseph, B et al., 2008)

Source de carbone

Stimule la  production
d’enzymes selon la nature du
substrat disponible (glucose,

amidon, cellulose, etc.).

Induction d’amylases,

cellulases ou  protéases

(Dutta et Ray, 2009).
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3.4 Caractéristiques des enzymes marines

Les enzymes produites par les bactéries marines possedent des propriétés uniques, résultat
de leur adaptation aux conditions souvent extrémes de leur environnement océanique. Ces
particularités les rendent particulierement intéressantes pour diverses applications dans les
secteurs industriel, environnemental et pharmaceutique. Parmi les qualités les plus recherchées
chez ces enzymes figurent leur thermostabilité, leur tolérance au sel (halotolérance), leur
résistance a la pression (barotolérance), leur activité a basse température, ainsi que leur capacité

a fonctionner en présence de solvants organiques.

3.4.1 Thermostabilité

Certaines enzymes marines, notamment celles provenant de bactéries thermophiles
isolées dans des sources hydrothermales profondes, démontrent une stabilité exceptionnelle a
des températures élevées. Elles conservent leur structure tridimensionnelle et leur activité
catalytique au-dela de 70 °C, un atout majeur pour les industries textile, agroalimentaire et
papetiere, ou les procédés se déroulent souvent a haute température (Zhang et Kim, 2010b) par
exemple, des protéases thermostables issues de Thermococcus spp. peuvent maintenir leur

activité pendant plusieurs heures a 90 °C.

3.4.2 Halotolérance

La forte salinité des milieux marins nécessite des enzymes capables de fonctionner
efficacement en présence de concentrations élevées en sels. Les enzymes halotolérantes,
produites par des bactéries halophiles telles que celles des genres Halomonas ou Salinivibrio,
restent actives dans des environnements contenant jusqu’a 20 % de NaCl (Henner Brinkmann
et al., 2020). Cette caractéristique est particulierement avantageuse pour des procédés
industriels a haute osmolarité, comme la production de bioéthanol ou le traitement des eaux

usées salines.

3.4.3 Psychrotolérance (activité a basse température)

Les enzymes psychrophiles ou psychrotolérantes, issues de bactéries vivant dans les
régions polaires ou les profondeurs abyssales, présentent une activité optimale entre 4 et 20 °C
et peuvent fonctionner méme a 0 °C. Leur structure plus flexible leur permet de catalyser
efficacement a basse température, contribuant ainsi & des économies d’énergie dans les
applications industrielles (Debashish et al., 2005), elles sont notamment utilisées dans les

lessives enzymatiques pour le lavage a froid.
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3.4.4 Barotolérance

Les enzymes barotolérantes sont adaptées a la haute pression hydrostatique des grandes
profondeurs marines, pouvant atteindre jusqu’a 1 100 bars. Cette adaptation structurale leur
permet de conserver leur activité catalytique dans ces conditions extrémes. Bien que leur
exploitation reste limitée, elles offrent un potentiel important pour des bioprocédés sous

pression ou I’extraction de biomolécules en milieu pressurisé (ong-Jian Ding et al., 2021).

3.4.5 Tolérance aux solvants organiques

Certaines enzymes marines, en particulier les lipases et esterases, maintiennent leur
activité dans des milieux contenant des solvants organiques tels que le toluéne, I’éthanol ou
I’acétone. Cette propriété est cruciale pour les réactions de synthese organique en milieu non
aqueux, notamment dans la fabrication de composés pharmaceutiques et de bioplastiques
(Trincone, 2011).

3.5 Applications biotechnologiques et industrielles des enzymes marines

Les enzymes d’origine marine attirent de plus en plus I’attention dans le domaine de la
biotechnologie, notamment gréace a leurs propriétés exceptionnelles telles que leur stabilité dans
des conditions extrémes, leur haute spécificité catalytique et leur capacité a fonctionner dans
des environnements inhabituels. Ces caractéristiques ouvrent de nombreuses perspectives
d’utilisation dans des secteurs variés, allant de la santé a 1’agroalimentaire, en passant par la

protection de I’environnement et I’industrie chimique.

3.5.1 Industrie pharmaceutique

Dans le secteur pharmaceutique, les enzymes marines jouent un role crucial dans la
fabrication de composés bioactifs, notamment des antibiotiques et des agents anticancéreux.
Par exemple, certaines chitinases extraites d’organismes marins facilitent la production de
chitooligosaccharides reconnus pour leurs effets immunostimulants et anticancéreux. Par
ailleurs, les lipases marines sont employées pour la synthése stéréospécifique de précurseurs
pharmaceutiques, offrant ainsi une alternative plus écologique aux méthodes chimiques

classiques (Trincone.,2011) .

3.5.2 Industrie agroalimentaire

Les enzymes marines telles que les amylases, protéases et lipases sont largement utilisées
pour optimiser la texture, le godt, la conservation et la digestibilité des produits alimentaires.
Les amylases marines interviennent notamment dans la conversion de I’amidon en sirop de

glucose, tandis que les proteéases facilitent 1’attendrissement des viandes ou la clarification des
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jus de fruits. Leur résistance aux variations de température et a la salinité en fait des outils

particulierement adaptés aux procédés agroalimentaires (Vijayalakshmi et al., 2020).

3.5.3 Environnement et bioremédiation

Les enzymes provenant de bactéries marines sont exploitées pour la dégradation des
polluants organiques et des hydrocarbures dans les milieux marins et cotiers. Par exemple, les
lipases contribuent a la biodégradation des huiles, tandis que certaines oxydoréductases, comme
les laccases, permettent 1’oxydation de composés aromatiques toxiques. Ces enzymes sont
également utilisées dans le traitement des eaux usées et la décomposition des plastiques
biodégradables (Joseph et al., 2008).

3.5.4 Industrie textile et papetiére

Dans les industries textile et papetiére, les cellulases et xylanases marines sont intégrées
pour améliorer le traitement des fibres végétales, adoucir les tissus, optimiser la qualité du
papier recyclé et faciliter le blanchiment de la péate. Leur tolérance aux solvants, aux
températures €levées ainsi qu’aux milieux acides ou alcalins représente un avantage significatif

par rapport aux enzymes conventionnelles.

3.5.5 Bioénergie et valorisation des déchets

Les enzymes marines jouent un rdle important dans la production de biocarburants,
notamment par la dégradation des biomasses lignocellulosiques. Des cellulases, hémicellulases
et lipases hydrolysent les matiéres organiques en sucres fermentescibles, qui sont ensuite
transformés en éthanol ou biodiesel. Elles permettent également la valorisation des déchets
agro-industriels issus des produits de la mer, contribuant ainsi a une économie circulaire (Dutta
et Ray, 2009).

3.5.6 Cosmétique et soins dermatologiques

Enfin, dans le domaine cosmétique, des enzymes telles que les protéases et lipases sont
incorporées dans des formulations pour leurs propriétés exfoliantes, hydratantes ou purifiantes.
Par exemple, certaines protéases marines sont utilisées dans des peelings enzymatiques doux,
adaptés aux peaux sensibles, grace a leur stabilité dans des conditions de pH neutre ou

Iégérement acide
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1.Description du site d'échantillonnage

1.1 Localisation géographique

L'échantillonnage a été réalisé au niveau de la plage de sidi abdelaziz , située dans la
commune de Sidi Abdelaziz (wilaya de Jijel), sur la cote nord-est de I'Algérie . Cette plage fait
partie du littoral méditerranéen et se caractérise par un environnement marin naturel, non pollué

et riche en biodiversité. Le site est situé a environ 30 km a I'est de la ville de Jijel.

Ce site a été sélectionné en raison de ses caractéristiques écologiques particuliéres, notamment
la présence de zones sableuses et de sediments riches en matiére organique, favorables au

développement de microorganismes marins (Figure 8).
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Figure 8 :Zone de prélevement
1.2 Conditions physico-chimiques

Les paramétres physico-chimiques de I'eau de mer ont été mesurés in situ au moment du

prélevement, a ’aide des instruments appropriés. Les valeurs obtenues étaient les suivantes :
Température de I’eau : environ 20,5 °C, typique des eaux cotieres méditerranéennes
pH : 8,2, mesuré a I’aide d’un pH-métre portable

Conductivité électrique : environ 52 mS/cm.
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2. Echantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé le 09 mars 2025 au niveau de la plage de sidi abdelaziz
(wilaya de Jijel), un site cotier représentatif de 1’environnement marin de la région Est

algérienne.

Les échantillons d’eau de mer ont été prélevés manuellement a 1’aide de flacons stériles,.
plongés a environ 15 cm de profondeur afin de recueillir un volume représentatif et minimiser

les contaminations superficielles (Figure 9 ,A) .

L’ensemble des manipulations a été réalisé avec le port de gants stériles a usage unique afin de

prévenir toute contamination externe.

Des mesures in situ ont été effectuées au moment du prélevement. La température de 1’eau et
le pH ont été mesurés respectivement a 1’aide d’un thermometre et d’un pH-métre portable de
type HANNA (HI8424), ce qui a permis d’avoir une premiére estimation des conditions

physico-chimiques du site.(Figure 9 ,B).

Aprés prélevement, les échantillons ont été immédiatement placés dans une glaciere isotherme
contenant des packs de glace, maintenant la température autour de 4 °C. Le transport vers le
laboratoire a été effectué dans un délai n’excédant pas six heures, condition essentielle pour

garantir la viabilité microbiologique des échantillons en vue de leur traitement ultérieur.

Figure 9 : - A) Photographie de [’échantillon prélevé B)Appareil de mesure du pH (Ph-
métre)

3.Isolement, purification et conservation des souches

3.1 Préparation des échantillons
Les échantillons d'eau de mer ont été collectés sur le site de la plage de Béni Bélaid (Jijel)
et transportés dans des flacons stériles, a une température de 4°C pour préserver la viabilité des

micro-organismes. Une fois au laboratoire, une série de dilutions décimales a été réalisée dans
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de l'eau de mer stérile, afin de réduire la densité bactérienne et de faciliter I'isolement de

colonies distinctes sur les milieux de culture.

Les dilutions successives ont été utilisées pour I'ensemencement des milieux, permettant ainsi

une meilleure séparation des colonies et I'isolation de souches bactériennes uniques.

3.2 Ensemencement sur milieux non sélectifs
L'isolement a été effectué par étalement en surface (spread plate), ou 0,1 mL de chaque

dilution a été inoculé sur trois milieux solides non sélectifs montré dans la Figure 10:

* Le milieu GN (Glucose Nutrient) : Un milieu nutritif standard, adapté a la croissance de

bactéries hétérotrophes.

 Le milieu TSA (Tryptic Soy Agar) : Milieu riche en peptides, utilisé pour la culture de

bactéries aux besoins nutritionnels
complexes.

* Le milieu naturel marin : Préparé a base d'eau de mer prélevée sur le site, enrichie avec 10 g/L
d'extrait de levure, 7,5 g/L d'extrait de viande et 20 g/L d'agar pour favoriser la croissance des

bactéries marines adaptées aux conditions salines de I'environnement.
Les milieux ont éte stérilisés a 121°C pendant 20 minutes avant I'ensemencement.

Les échantillons ont été introduits en conditions aseptiques sous une hotte a flux laminaire.

Figure 10 : Photos des milieux utilisés .

3.3 Incubation et conditions de culture

Les boites de Pétri ensemencées ont été incubées a deux températures spécifiques :

* 30°C et 37°C pour favoriser la croissance de bactéries mésophiles marines.
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L'incubation a duré de 24a 48 heures, selon la vitesse de croissance des colonies. Apres cette

période, les colonies morphologiquement distinctes ont été sélectionnées pour la purification.

3.4 Purification des isolats

Les colonies isolées, présentant des caractéristiques distinctes (telles que la forme, la
taille, la couleur, etc.), ont été transférées directement sur des boites de Pétri contenant le méme
milieu de culture, a I’aide de la technique des stries d'épuisement . Cette technique a permis de
garantir I'isolement et la conservation de la souche bactérienne, en répétant les transferts sur le
méme milieu pour obtenir des colonies monospécifiques. Cela a permis d’assurer que la souche
soit préservée et maintenue le plus pur possible au cours du processus, sans contamination
croisée. Chaque repiquage a été soigneusement effectué pour assurer une pureté optimale,
nécessaire pour les analyses ultérieures de production enzymatique et d’identification

bactérienne.
3.5 Méthodes de conservation

Aprés purification, les souches bactériennes ont été conservées afin de maintenir leur

viabilité et leur stabilité génétique pour les analyses ultérieures.

les souches bactériennes purifiées ont été maintenues sur un milieu gélosé incling, placé a une
température de 4 °C. Cette méthode permet de préserver temporairement la viabilité et I’activité
des souches, tout en évitant leur dessechement. Des repiquages réguliers ont été effectués afin
de maintenir la pureté des cultures et prévenir toute perte de vitalité bactérienne. Cette approche
a ¢té¢ utilisée principalement pour les souches en cours d’analyse ou destinées a des

manipulations a court terme.
4.Caracterisation morphologique et evaluation enzymatique

4.1 Coloration de Gram

La coloration de Gram a été réalisée dans le but de déterminer la structure de la paroi
cellulaire des souches bactériennes isolées, ce qui constitue une étape fondamentale dans la
classification bactériologique. Cette méthode permet de différencier les bactéries Gram
positives, qui possédent une épaisse couche de peptidoglycane, des Gram négatives, dont la

paroi est plus mince et composée d'une membrane externe riche en

Lipopolysaccharides .
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Préparation du frottis :

Une goutte de la suspension bactérienne a été déposée au centre d’une lame porte-objet
propre a I’aide d’une pipette Pasteur. Elle a ensuite été étalée délicatement sur la surface de la
lame par des mouvements circulaires ou linéaires. Aprés un séchage complet a ’air libre, la
lame a ¢été fixée en la passant rapidement plusieurs fois dans la flamme d’un bec Bunsen, a
I’aide d’une pince stérile. Cette fixation thermique permet d’adhérer les cellules bactériennes a

la lame tout en préservant leur structure.
Etapes de coloration :

Coloration primaire : la lame a été recouverte de violet de gentiane pendant une minute, puis

rincée a I’eau distillée.
Mordangage : la lame a été ensuite recouverte de lugol durant une minute, puis rincée a

nouveau.

Décoloration : un ringage a I’alcool a été effectué jusqu’a disparition de la coloration violette,

suivi d’un ringage immédiat a 1’eau distillée.

Coloration secondaire : enfin, la lame a été recouverte de fuchsine pendant 30 secondes a une

minute, rincée a I’eau, puis séchée avec un papier absorbant propre .
L’observation microscopique a été effectuée a I’aide de 1’objectif a immersion (x100), aprés
application d’une goutte d’huile d’immersion sur le frottis. Les bactéries a Gram positif se sont

révélées colorées en violet, tandis que les bactéries & Gram négatif sont apparues en rose .

4.2 Détection des activités enzymatiques extracellulaires

La production d’enzymes extracellulaires par les bactéries est un critére important pour
évaluer leur potentiel fonctionnel. Ces enzymes, comme les protéases, lipases et amylases,
permettent la dégradation de différents substrats. Leur détection sur milieux spécifiques est une
méthode rapide et efficace pour identifier les souches actives.

4.2.1 Activité protéolytique
L’activité protéolytique des souches bactériennes a été évaluée sur deux milieux modifiés
- la gélose nutritive (GN) et le Tryptic Soy Agar (TSA), enrichis par 1’ajout de lait écrémé stérile
(0,2 mL pour 100 mL de milieu), constituant une source de caséine. Les milieux ont été

préparés, stérilisés par autoclave, puis ensemenceés par touche centrale.
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Les boites ont été incubées a deux températures (30 °C et 37 °C) pendant une durée de 24 a 48
heures. L’activité enzymatique est révélée par la formation d’un halo clair autour des colonies,
traduisant 1’hydrolyse de la caséine par les protéases sécrétées (Harrigan et Mecance, 1976).
Une activité est considérée comme significative lorsque la zone de lyse dépasse 3 mm de

diametre, mesurée quotidiennement selon les recommandations de Ronald et Harold (1970).

La gélose enrichie au lait est un milieu couramment utilisé en raison de sa simplicité, de sa

richesse en protéines et de son faible coGt (Smith et al., 1952).

4.2.2 Activité amylolytique
L’activité amylolytique a été évaluée sur gélose nutritive (GN) et Tryptic Soy Agar (TSA)
modifiés par I’ajout d’amidon soluble comme source glucidique. Aprés stérilisation de 100 mL
de milieu, 2 g d’amidon soluble ont été incorporés une fois le milieu refroidi (De Vos et al.,
2009). Les souches bactériennes ont été ensemencées sur ces milieux puis incubées a 30 °C et

37 °C pendant 24 a 48 heures.

Apreés incubation, les boites ont été recouvertes d'une solution iodée de lugol pendant environ
30 secondes, suivie d’un ringage a 1’eau distillée. L’iode contenu dans la solution forme un
complexe de couleur bleu-noir avec I’amidon non hydrolysé. La présence d’un halo clair autour
des colonies traduit I’hydrolyse de I’amidon par les amylases extracellulaires produites par les

souches testées (Tatsinkou et al., 2005).

4.2.3 Activité lipolytique
L’activité lipolytique des souches bactériennes a eté evaluée sur trois milieux : gélose
nutritive (GN), Tryptic Soy Agar (TSA) et gélose marine naturelle (MN), tous modifies par
I’ajout de 2 mL de Tween 80 pour 100 mL de milieu. Les milieux ont été stérilisés, refroidis,

puis ensemenceés avec les souches testées.

Les boites ont été incubées a deux températures (30 °C et 37 °C) pendant 24 a 48 heures.
L’hydrolyse des lipides du Tween 80, due a la production de lipases extracellulaires, est révélée
par I’apparition d’un halo translucide, parfois fluorescent, autour des colonies (sierra,1957). Ce
test est simple, sensible et couramment utilisé pour détecter les activités lipasiques chez les

microorganismes.
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5.I1dentification biochimique (a I’aide de la galerie API20)

Principe

La galerie API 20E (Analytical Profile Index) est un systéme miniaturisé standardisé pour
I’identification des Enterobacteriaceae et des bacilles a Gram négatif non exigeants. Composée
de 20 tests biochimiques et enzymatiques, elle permet une identification rapide (18-24 h) via
I’interprétation d’un profil numérique. Bien que congue pour des souches cliniques, des
adaptations (ex. modification du diluant) améliorent sa fiabilité pour les bactéries marines

halophiles.
Composition de la galerie

20 microtubes contenant des substrats déshydratés pour tests enzymatiques (ex. ONPG,

TDA) et métaboliques (ex. fermentation du glucose, citrate).
*Réactifs spécifiques : Kovacs (indole), FeCls (TDA), etc.

*Diluant adapté : Une suspension saline a 20 % de sels marins (au lieu de NaCl 0,85 %)

est recommandée pour les souches marines, améliorant la réactivité des tests.
Protocole expérimental

1.Préparation de 1’inoculum :

* Prélever des colonies pures et homogénéiser dans 10 ml d’eau physiologique stérile

afin d’obtenir une suspension bactérienne dense dont la turbidité est ajustée a 0,5 McFarland.
2.Inoculation :
*Remplir les microtubes et cupules concernés (CIT, VP, GEL).

*Ajouter de I’huile minérale dans les tests nécessitant une anaérobiose (ADH, LDC,

ODC, URE, H.S).
3.Incubation :

*Placer les galeries dans une boite humidifiée a 30 et 37°C pendant 18-24 h (adapté aux

souches psychrophiles/mésophiles marines).
4.Lecture :

-apres incubation,la lecture des résultats de la galerie API 20E, basé sur les tests biochimiques

classiques et leur interprétation .
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-Génerer un code numerique a 7 chiffres et comparer avec la base de données API.
-Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes
les réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs :
Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre
indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

[1 Test IND : ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans
toute la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

[] Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la
fiche de résultats. Une faible coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit
étre considerée négative.

[] Note : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé en dernier,
car cette réaction libére des gaz qui risquent d’altérer I’interprétation d’autres

tests de la galerie. Ne pas remettre le couvercle d’incubation aprés 1’ajout du
réactif.

Si le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs (y compris le test GLU) est
inférieur a trois :

Réincuber la galerie 24 heures (plus ou moins 2 heures) de plus sans rajouter les

réactifs.
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TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Lecture directe ou indirecte

Rézultat

Microtube Substrat : Caractare rechercha Révélaraur Test (sl nécessaire) o Rasultat +
D 20 Béta Lecture directe
ONPG Nitro-Phényl we 7 Lecture Girecte
G alactoside galactosidase
ADH Arginine rginine Dihydrolase
l\r:: l."j."ill‘.-?. Bt Hg‘é"g?&’r’%e’sgse Rougede |} o6 girecte i
0oDC Omithine Xy phenol )
CIt Gitrate Utilisation du citrate BET Lecture directe P
2
Thicsulfate de 5 § g : )
H;S corikn Production d'H;S Fe lll Lecture directe }
in 5 Rouge de .
RE Urée Uréase Phénol Lecture directe A
|
eciire inQirecie
Tryptophane sk A SO T
TDA Tryptophane d({&ngnage P G
Tryplophanase ou CRERER IR .
1 = . >
IND Tryptophane production dindole q
1\
Byiivatede production d'acétoine Lecture indirecte i)
VP A {3-hydroxybutanone =
v
or A Aiakicia gélatinase Particules de i <
GEL, Gélaune ChaiBan Lecture directe E l
GLU 2 " .
A '-iAd Substrat Utilisation de substrats )
L carboné carboneés (glucides) BET Leclure directe
rmearamass | (GRICIdE)
Zymagrameae =
Lecture indirecte ()
NC. /N, | Nitrates (NO3) Nitrate réductase {

Figure 11 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée AP1 20E

5.Interprétation logicielle :

Des outils comme UPBM API Lab (https://lab.upbm.org/) analysent automatiquement le profil

biochimique et obtenir efficacement 1’identit¢é dumicroorganisme avec son pourcentage

d’identification (Debabza,2014).La figure 12 ci-dessous montre le site en question .
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Bienvenue sur le service UPBM le Lab' [ Outils les plus demandés :

| Identifieur “api"

L'UPBM met id gracieusement a disposition des outils numériques a

destination des sections biotechnologiques. Elle publie également Gaitie #ii
des annales corrigées pour les éléves et étudiants, et propose pour ‘
les enseignants une série de ressources variées (banque de séquences

pédagogiques, trimestriel, liste de discussion..) @ Derniers outils ajoutés :

Compteur de colonies
|

Vous étes enseignant en biotech en France et vous appréciez ces services ? Vous

PCR
souhaitez rejoindre notre communauté et accéder a de nombreuses autres i)

ressources ? Rejoignez-nous et adhérez a 'UPBM !

Pegpindre PO & Publications :

L'UPBM édite et publie des annales corrigées des sujets de bac et de BTS des sections
biotechnologiques, rédigées par des correcteurs ayant corrigé les sessions, et vendues
a prix modique :

|
| BTS de Biotech

Figure 12 : Photo de l'interface du logiciel UPBM Le Lab API.
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1. Résultats et Discussions

1.1 .I1solement ,purification et conservation des souches :

1.1.1. Preparation et ensemencement des échantillons
Les échantillons ont été préleveés sur la plage de Sidi Abdelaziz (wilaya de Jijel), un site
cOtier caractérisé par sa biodiversité et son faible niveau de pollution anthropique. Afin de
garantir I’asepsie, le prélévement a été réalisé a 1’aide de flacons et de tubes Falcon stériles,

conserveés a 4 °C et acheminés au laboratoire
dans les six heures suivant la collecte.

Les échantillons ont ét€ soumis a une série de dilutions décimales successives (107! a 107¢) dans

de I’eau de mer stérile filtrée

Cette étape vise a :

-Réduire la densité bactérienne,

-Favoriser la séparation des colonies lors de I’ensemencement,
-Maximiser les chances d’obtenir des colonies isolées.

-L’ensemencement a été réalisé par étalement en surface (technique du spread plate) sur trois

milieux gélosés non sélectifs : GN ,TSA et milieu marin naturel (MN) .
Les résultats de 1’isolement des colonies bactériennes contenues dans
notre échantillon d’eau marin sur les trois milieux utilisés sont mentionnés dans les

figures ci-dessous (13 ,14,15) .
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(T=30°C)
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(T=30°C)
E—)
(T=37°C)

Figure 15 : Photo des colonies isolées sur le milieu naturelle MN

1.1.2. Conditions d’incubation

Les boites de Pétri ont été incubées dans une étuve a deux températures distinctes .

L’incubation a été effectuée en conditions aérobies pendant 24 a 48 heures. Une croissance

bactérienne abondante a été observée deés 24 h, avec des différences nettes entre les milieux.

1.1.3. Purification des isolats
A partir des boites incubées, 16 souches bactériennes morphologiquement distinctes ont

été sélectionnées sur la base des critéres suivants :
-Forme de la colonie (circulaire, irréguliere),
-Taille (petite, moyenne, large),

-Couleur (blanc, jaune pale, creme, translucide),
-Texture (crémeuse, mate),

-Aspect (Lisse e et regueuse) .
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La purification a été réalisée a 1’aide de la technique des stries d’épuisement (quatre cadrants),

répétée 2 a 3 fois jusqu’a 1’obtention de colonies homogénes. Chaque souche a regu un code
alphanumérique (SA1 a SA16).

AVEC :

e (SA1,SA2): Milieu=TSA ; T = 30°.
e (SA3,SA4): Milieu=TSA ; T=37°
e (SA5 ,SAG6) : Milieu=GN ; T =30°

e (SA7,SA8): Milieu=GN ; T =37°

e (SA9,SA10) : Milieu=MN ; T =30°
e (SA11,SA16) : Milieu=MN ; T = 37°

-Le Tableau ci-dessous montrent les résultats de la purification de quelques souches de
nos bactéries (Tableau 3) .

Tableau 3 : Les resultats de la purification .

Souche | Forme Taille | Couleur Texture, Photographie

Aspect

Crémeuse
SAl Irréguliére | Large | Créme Rugueuse
SA2 Circulaire | Petite | Translucide | Crémeuse
Rugueuse
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Irréguliére | Large | Blanc Crémeuse
SA3 Rugueuse
SA4 Irréguliere | Large | Jaune Crémeuse
Rugueuse
SA5 Irréguliere | Large | Blanc Crémeuse
Lisse
SA6 Circulaire | Petite | Jaune pale Crémeuse

Lisse
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SA7 Irréguliere | Large | Blanc Crémeuse
Rugueuse

SA8 Irréguliere | Large | Jaune pale Crémeuse
Lisse

SA9 Irréguliere | Petite | Translucide | Crémeuse
Lisse

SA10 | Irréguliere | Moye | Blanc Crémeuse
nne Lisse
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SAll Irréguliere | Moye | Créme Crémeuse
nne Lisse

SA12 Irréguliere | Petite | Créme Crémeuse

Rugueuse

SA13 Irréguliere | Petite | Translucide | Crémeuse
Lisse

SA14 | Irreéguliere | Petite | Translucide | Crémeuse

Lisse
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SA15 Circulaire | Petite | Jaune pale | Crémeuse

Lisse

SA16 Irréguliere | Petite | Créme Crémeuse

Lisse

2. Observation des résultats de la coloration de Gram ;

Aprés avoir effectué la coloration de Gram sur les 16 colonies bactériennes isolées a deux
températures différentes (37° et 30° ), ’observation microscopique a permis de différencier les
types bactériens en fonction de la nature de leur paroi cellulaire. Les bactéries Gram positives
sont apparues en violet, traduisant une paroi cellulaire épaisse riche en peptidoglycane, retenant
le cristal violet. En revanche, les bactéries Gram négatives se sont colorées en rose, ce qui
indique une paroi plus fine et la présence d’une membrane externe, ne retenant pas la coloration
primaire. Cette étape a ainsi permis une premiere caractérisation morphologique et structurale

des souches isolées.

Le tableau suivant (Tableau 4) présente la synthese des résultats obtenus apres la réalisation de
la coloration de Gram sur les 16 souches bactériennes isolées. Il regroupe les informations
principales observées au microscope, notamment la forme cellulaire et le type de paroi identifié
.Ce tableau permet une lecture globale et comparative des caractéristiques morphologiques des
isolats.
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Tableau 4 : Résultats de la coloration de Gram pour les 16 souches bactériennes marines
isolées.

Souche Forme Mode de Gram (+) | Gram (-)
regroupement

SA1 Cocco bacille Isolée ®
SA2 Cocco bacille En chaine ®

SA3 Cocco bacille En chaine ®
SA4 Cocco bacille Isolée K
SA5 Bacille En chaine %
SA6 Cocco bacille En chaine b4
SA7 Bacille En chaine b 4
SA8 Cocco bacille En chaine ®
SA9 Cocco bacille Isolée b 4
SA10 Cocci En chaine %8
SA11 Bacille En chaine %
SA12 Cocci Isolée ®
SA13 Cocco bacille Isolée b 4
SA14 Cocco bacille En chaine %
SA15 Cocco bacille En chaine ®
SA16 Cocco bacille Isolée %®
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Afin d’illustrer ces observations, une photographie générale des lames colorées est présentée

ci-aprés, montrant 1’aspect macroscopique des échantillons aprés coloration ,comme le montre

la Figure 16.

Figure 16 : Photographie générale montrant [’ensemble des lames colorées apres coloration
de Gram.

Enfin, des micrographies réalisées au microscope optique a immersion (objectif x100)
permettent de visualiser en détail les formes cellulaires et la nature de la paroi bactérienne,
confirmant les résultats obtenus par la méthode de Gram.comme illustré dans la Figure 17 ci-

dessous.

SAl SA2
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SA13 SAl4

SA15 SA16

Figure 17 : Micrographies représentatives des 16 souches bactériennes isolées apreés
coloration de Gram.

L’analyse morphologique, notamment par la coloration de Gram, a révélé¢ une prédominance
de bacilles Gram négatifs. Cette observation est cohérente avec la dominance des
Protéobactéries dans les communautés marines superficielles (Bowman et al., 2007). Ces
bactéries possédant une paroi cellulaire caractéristique. En effet, les bactéries a Gram négatif
ont une paroi plus fine, composée d’une couche mince de peptidoglycane entourée d’une
membrane externe riche en lipopolysaccharides, ce qui leur confére une certaine protection et
une perméabilité spécifique. A I’inverse, les bactéries a Gram positif, telles que les Bacillus
marins identifiés dans notre étude, possédent une paroi épaisse principalement constituée de
peptidoglycane, renforcée par des acides téichoiques, ce qui leur confére rigidité et résistance
aux stress environnementaux. Cette structure robuste explique leur capacité a produire des

enzymes stables et tolérantes aux conditions extrémes (zhang et al., 2015).

3. Détection des activités enzymatiques extracellulaires

Les résultats des tests d’activité enzymatique extracellulaire réalisés sur les souches
isolées sont synthétisés dans les tableaux suivantes. Chaque souche a été évaluée pour sa
capacité a produire des enzymes hydrolytiques spécifiques, en fonction du milieu de culture, de

la température d’incubation et de la durée. Les observations ont été enregistrées sous forme de

ST<
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présence ou d’absence de halo autour des colonies. n des activités enzymatiques

extracellulaires.

3.1Activité protéolytique
La production de protéases a été mise en évidence par la formation de halos de clarification
autour des colonies cultivées sur milieux contenant du lait écrémé(GN/TSA). Les résultats

obtenus sont regroupés dans le tableau suivant (Tableau 5) .

Tableau 5 : Activité protéolytique observées chez les souches bactériennes marines isolées.

Souche | SAl SA2 SA3 SA4 SAS SA6 SAT7 SA8

Lait + +

écrémé

Légende :
+ : activité enzymatique observée (présence de halo)
— @ aucune activite détectée

3.2 Activité amylolytique
L’activité amylolytique a été évaluée en observant la disparition de la coloration bleue a

I’iode autour des colonies. Les résultats d’hydrolyse de 1’amidon sont récapitulés ci-dessous.

(Tableau 6)

Tableau 6 : Activité amylolytique observées chez les souches bactériennes marines isolées

Souche | SA1 SA2 SA3 SA4 SA5 SA6 SA7 SA8

Amidon + + + +

3.3Activité lipolytique
L’activité lipasique a été testée sur des milieux enrichis en Tween 80(GN/TSA/MN).La
présence d’un halo opalescent ou fluorescent autour des colonies a permis de conclure a une

hydrolyse lipidigue. Les résultats sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 7)
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Tableau 7 : Activite lipolytique des 16 souches bactériennes isolées .

Souche | SA1 SA2 SA3 SA4 SA5 SA6 SA7 SA8
Twin80 | _ _ _ _ _ _ _ _
Souche | SA9 SA10 SAll SA12 SA13 SAl4 SA15 S16
Twin80 | _ _ _ _ _ + _ +
-Afin  d’illustrer visuellement 1’activité enzymatique détectée, des photographies

représentatives des halos de lyse ou de clairance ont été prises pour certaines souches. Ces
images confirment la présence de I’activité enzymatique et permettent une meilleure

appréciation du diamétre, de la forme et de I’intensité de la réaction , comme le monte la Figure
18.

SAS5 SA4 SA6
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SAl4 SAl6

Figure 18 : :Halos clairs visibles autour des souches bactériennes ,révélant une activité
enzymatique extracellulaire spécifique .

L’¢étude des enzymes extracellulaires produites par des souches bactériennes marines
isolées a mis en lumiere une diversité fonctionnelle notable. Sur un total de 16 souches
examinées, 25 % ont démontré une activité protéolytique (tableau 5),visible par la
formation de zones claires autour des colonies sur des milieux contenant du lait écrémé.
Bien que ce pourcentage soit relativement faible, il souligne néanmoins le réle important
des bactéries marines en tant que producteurs de protéases, des enzymes largement
utilisées dans les secteurs du cuir, des détergents et de 1’agroalimentaire (Fulzele et al.,
2011) .

La moitié des isolats étudiés ont montré une activité amylolytique, ce qui constitue la
proportion la plus élevée relevée dans cette recherche. Ce constat rejoint les
observations précédentes qui mettent en avant la prévalence et le role écologique crucial
des bactéries marines capables de décomposer I’amidon et d’autres polysaccharides
complexes, contribuant ainsi de maniéere significative au cycle du carbone dans les
écosystemes marins(Drugs, 2015).

L’activité lipolytique a été détectée chez 12,5 % des souches étudiées, indiquant la
présence de bactéries aptes a dégrader les lipides. Bien que cette activité soit moins
répandue, elle présente un intérét considérable pour la biotechnologie, notamment dans
les domaines de la biorémédiation des hydrocarbures et des bioconversions industrielles
(Tonova et Lazarova, 2008).

ST <
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Les résultats obtenus dans cette étude mettent en évidence une grande diversité

enzymatique, ce qui confirme que les bactéries marines constituent une source précieuse
de biocatalyseurs possédant des caractéristiques uniques. Ces enzymes sont

particulierement adaptées pour fonctionner dans des environnements extrémes.

4. Identification par galerie APl 20 E :

L’utilisation du systéme d’identification API 20 E nous a permis de caractériser les

principales propriétés biochimiques des six souches bactériennes.
Les résultats obtenus apres la période d’incubation sont les suivants :
» Souche SA4

Tableau 8 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA4.

Tests ONPG | ADH | LDC |ODC |CIT |H2S |URE | TDA |IND | VP | GEL
Résultat + + + + + - - - + ¥ ¥
Tests GLU | MAN | INO |SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX | NO2
Résultat + + + - + - + + + + +
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Figure 19 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA4.
Les calculs proposent :

1. Aeromonas hydrophila gr.2 avec une probabilité de 96.6 % (excellente
identification)

96.6%

2. Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.
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» Souche SA5
Tableau 9 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SAS5.

Tests ONPG | ADH | LDC |ODC |CIT |H2S |URE | TDA |IND | VP | GEL

Résultat + + + + + - + - - n i

Tests GLU |MAN |INO |SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX | NO2

Résultat + + + - + - + + n ¥ |+

Figure 20 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA5

Les calculs proposent :

1. Serratia liquefaciens avec une probabilité de 100 % (excellente identification)

100%

2. Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.
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» Souche SA7
Tableau 10 : : Resultat de la galerie API 20 E de la souche SA7 .

Tests ONPG | ADH | LDC |ODC |CIT |H2S | URE | TDA |IND | VP | GEL

Resultat + + + + + - - - + + ¥

Tests GLU |MAN |INO |SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX | NO2

Résultat + + - - + + - + + + T

»
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Figure 21 :Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA7.

Les calculs proposent :

1. Aeromonas hydrophila gr.1 avec une probabilité de 73.7 % (tres bonne
identification)

73.7%

2. Aeromonas hydrophila gr.2 avec une probabilité de 26.3 % (bonne
identification)

3. Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.
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> Souche SA6

Tableau 11 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA6.

Tests ONPG | ADH LDC obCc | CIT H2S | URE | TDA IND VP | GEL
Résultat + + + + + - - - + + +
Tests GLU MAN | INO SOR RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX | NO2
Résultat + + + - + + + + + + +

Figure 22 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA6.

Les calculs proposent :

1. Aeromonas hydrophila gr.2 avec une probabilité de 77.8 % (excellente

identification)

77.8%

2. Aeromonas hydrophila gr.1 avec une probabilité de 22.2 % (mauvaise

identification)

22.2%

3. Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.
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» Souche SA14
Tableau 12 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA14 .

Tests ONPG | ADH LDC obC | CT H2S URE TDA IND VP | GEL
Résultat - + - - + - - - + + +
Tests GLU MAN | INO SOR RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX | NO2
Résultat + + + + + + + + + - -

Figure 23 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA14 .

Les calculs proposent :

1. Pantoea spp 2 avec une probabilité de 99.8 % (excellente identification)

99.8%

2. Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.
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» Souche SA16
Tableau 13 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA16.

Tests ONPG | ADH LDC obcC | dT H2S URE | TDA | IND VP | GEL

Résultat | - + - - + - - - + + +

Tests GLU MAN INO SOR | RHA | SAC MEL | AMY | ARA | OX | NO2

Résultat | + + - + + + + + + + +
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Figure 24 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche SA16.

Les calculs proposent :

1. Pantoea spp 2 avec une probabilité de 96.8 % (excellente identification)

96.8%

2. Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.
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Discussion

La caractérisation biochimique joue un role clé dans I’analyse des propriétés métaboliques
et enzymatiques des bactéries isolées. Dans ce travail, six souches marines, préalablement
sélectionnées pour leur production d’enzymes extracellulaires, ont été étudiées a 1’aide de la
galerie API 20 E. Ce systéme, largement utilisé pour identifier rapidement et précisément les
bacilles a Gram négatif, combine des tests fermentatifs et enzymatiques afin d’établir un profil
métabolique distinctif pour chaque microorganisme. L’interprétation des données a été réalisée
via la plateforme UPBM API, un logiciel statistique spécialis¢ dans 1’analyse phénotypique.
Résultats des identifications

Trois souches (SA4, SA6, SA7) ont été attribuées a Aeromonas hydrophila avec une
probabilité supérieure a 70 %. Ce genre, fréquemment isolé en milieu aquatique, est réputé pour
synthétiser des hydrolases (amylases, lipases, protéases), ce qui en fait un candidat prometteur
pour des applications biotechnologiques, notamment grace a sa stabilité enzymatique en
conditions salines.

La souche SAS a été identifiée sans ambiguité (100 %) comme Serratia liquefaciens, un
taxon connu pour ses activités gélatinolytiques et lipolytiques. Sa détection en environnement
marin souleve des questions sur son origine écologique, potentiellement mixte (terrestre/marin).
Enfin, les souches SA14 et SA16 ont été classées dans le genre Pantoea spp. avec des
probabilités de 99,8 % et 96,8 %. Bien qu’associé aux écosystémes végétaux, ce genre présente
une halotolérance lui permettant de coloniser des niches marines. Leur profil enzymatique,
marqué par des amylases et lipases, révele un intérét pour la valorisation industrielle.

L’exclusion automatique des taxons a probabilité inférieure a 5 % garantit la robustesse
des identifications. Bien que I’API 20 E constitue une approche fiable pour I’étude fonctionnelle
des souches, une analyse génétique complémentaire (séquencage de I’ARNr 16S) serait
pertinente pour valider I’identité des isolats aux profils enzymatiques ambigus ou complexes.

L’ensemble des résultats obtenus dans cette ¢tude met en évidence la richesse et le
potentiel biotechnologique des bactéries marines isolées a partir des échantillons prélevés sur
la plage de Sidi Abdelaziz (Jijel). Ces résultats confirment que les environnements cotiers
algériens, encore peu explorés, abritent une diversité bactérienne prometteuse pour des

applications industrielles variées.

La combinaison des milieux GN, TSA et marin naturel (MN) a conduit a I’isolement de
16 souches distinctes, reflétant une biodiversité notable. Sélectionnés pour leur

complémentarité nutritionnelle, ces substrats ont mis en évidence une diversité de bactéries
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hétérotrophes. Les tempeératures optimales de croissance (30°C et 37°C) suggérent une

predominance de souches mésophiles présentant une certaine adaptabilité thermique. La

purification des isolats, a permis d’obtenir 16 souches monospécifiques stables.
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CONCLUSION

Au fil des dernieres décennies, les enzymes d’origine microbienne se sont affirmées
comme des éléments essentiels dans le domaine des biotechnologies contemporaines, grace a
leur efficacité, leur spécificité et leur capacité d’adaptation aux procédés industriels. Ces
biocatalyseurs naturels jouent un role clé dans divers secteurs, notamment 1’agroalimentaire, la
pharmacie, la formulation de détergents et la biorémédiation. Leur importance économique est
en constante augmentation, avec un marché mondial des enzymes qui atteint aujourd’hui
plusieurs milliards de dollars. Cependant, la majorité des enzymes exploitées proviennent
encore d’un nombre restreint de microorganismes connus, laissant entrevoir un vaste potentiel

inexploité dans les environnements naturels.

Les milieux marins, couvrant plus de 70 % de la surface de la Terre, hébergent une
biodiversité microbienne remarquable, souvent adaptée a des conditions extrémes telles que la
salinité, la pression ou la température. Les bactéries marines, en particulier, sont réputées pour
leur aptitude a produire des enzymes stables et actives dans ces environnements difficiles. C’est
dans ce cadre que s’inscrit notre étude, qui a consisté a isoler, purifier et caractériser des souches
bactériennes marines prélevées sur la plage de Sidi Abdelaziz, afin d’évaluer leur potentiel
enzymatique.

A travers différentes étapes expérimentales, allant de I’ensemencement a I’identification
biochimique, nous avons mis en lumiére une diversité bactérienne notable, capable de
synthétiser des enzymes extracellulaires telles que des protéases, amylases et lipases. Ce travail
apporte une contribution modeste mais concrete a la connaissance de la microflore marine
algérienne et a ’exploration de ses applications biotechnologiques. Il souligne également
I’importance de poursuivre le dépistage de souches microbiennes encore peu étudiées,
notamment dans des niches écologiques comme les milieux marins, afin de découvrir de

nouveaux catalyseurs naturels présentant un intérét industriel.
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Les annexs

Matériels

e Autoclave (WEBECO Allemagne)

e FEtuve (BINDER Allemagne)

e Bain marie (MEMMERT Allemagne)
e Agitateur chauffant a barreau magnétique (GARHARDT Allemagne)
e Balance (KERN 770 Allemagne)

e Réfrigérateur (ENIEM Algérie)

e Microscope photonique

e Bec bunsen

e Boites Pétri

e Pipettes Pasteur

e Erlenmeyer

e Eprouvette

e Flacons en verre

e Tubes a essai en verre



Année universitaire :2024/2025 Présenté par : Meghlaoui Hadjer

Bouchrikha Darine

Essai d’isolement des bactéries marines productrices d’enzymes a partir du
littoral de Sidi Abdelaziz,wilaya de (Jijel).

Mémoire pour I’obtenir du diplome de Master en Biotechnologie et Biothérapie

RESUME

Dans le cadre de la valorisation des ressources microbiologiques marines, ce travail s’est
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